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研究要旨 
 カニクイザルは様々な医科学研究に用いられている。その研究資源の確保のため、生殖
関連細胞の凍結技術の高度化を図り繁殖・育成技術を向上させる意義は大きい。本研究で
は、凍結融解した卵の質を評価する技術開発を目的として一つの卵で遺伝子解析する技術
開発を開始し、免疫染色により詳細に形態を観察するための基礎研究に取り組んだ。また、
凍結融解卵巣を移植した個体の解析を昨年につづき実施した。さらに、繁殖効率向上のた
めの基礎データを得るため、初潮の意義を考えるとともに妊娠しない個体に焦点をあて、
妊娠しない原因について探求した。 
 
Ａ．研究目的 
１）凍結融解した個々の卵の質を解析する
ための技術開発 
 卵の凍結保存はマウスでは遺伝子バンク
として、また、ヒトでは不妊治療技術のひ
とつとして応用されている。サル類におい
ても卵の凍結保存の成功例が報告されてい
る。実用化された技術ではあるが、融解卵
の質については未だ議論されている。そこ
で、ひとつひとつの卵の質を評価する技術
開発を開始した。メチレーションとアポト
ーシスに注目し、関連遺伝子の発現を卵で
解析した。また、免疫染色により形態解析
による評価システムの確立に取り組んだ。
なお、本研究では、サル類への応用を視野
に入れた手法の確立を目的とし、今回はマ
ウス卵を用いて研究を行った。 
２）凍結保存された卵巣の移植後の状況解
析 
凍結保存された卵巣の移植後の状況を昨
年度につづき継続して検索した。卵巣はメ
スの生殖細胞である卵細胞を保有し受精可
能な状態に成熟させる臓器である。性ホル
モン分泌という内分泌機能も有しており、
次世代を残すための重要な臓器である。そ
の卵巣の保存技術の開発はメス生物資源の
長期保存が可能となるだけではなく、ヒト
への臨床応用が考えられる。これまでにカ
ニクイザルの卵巣まるごとの保存、融解し
た卵巣の移植実験を行い、本技術が研究資
源の保存に応用できる可能性を見出してき
た。ここでは約７年前に移植した個体の卵
巣の機能について月経を指標として検索し

た。 
３）繁殖効率向上のための基礎データの解
析 
 霊長類資源を保持する上で、繁殖効率を
向上させる意義は極めて大きい。大規模コ
ロニーで効率よく繁殖するにあたり、初潮
や月経などメスカニクイザルの生理的デー
タやどのような個体が妊娠する傾向にある
かという妊娠傾向の解析を行った。また、
生理的データや交配における妊娠傾向を加
味した上で計画的に雌雄同居させ、なぜ妊
娠しないのかに焦点を当てた解析を実施し
た。 
 
Ｂ．研究方法 
１）凍結融解した個々の卵の質を解析する
ための技術開発 
 マウス胚盤胞を材料とした。mRNA を抽出
後、H19 遺伝子とハウスキーピング遺伝子
として GAPDH 遺伝子を増幅し、SYBR green
を用いた相対定量法により H19 遺伝子発現
を定量した。また、凍結前と融解後の拡張
期胚盤胞を１％PFA で固定し、0.5％
TritonX-100 で処理したのち、１％BSA バ
ッファーで洗浄、Phalloidin および DAPI 
(4,6,diamidino-2-phenylindole)で染色し
た。染色した卵をコンフォーカルマイクロ
スコープで観察した。マウス卵の凍結は、
DAP213 を用いた手法で行った。 
２）凍結保存された卵巣の移植後の状況解
析 
 約７年前に５頭のカニクイザルから卵巣
を摘出し、まるごと凍結した。１ヶ月の間、



 
 

液体窒素中で保存し、その卵巣を融解して
元の個体に移植した。凍結は微弱エネルギ
ーを負荷した環境で-30℃までプログラム
フリーザーを用いて低下させ、その後、液
体窒素に入れるという手法で実施した。融
解は、37℃のお湯に浸漬することで行い、
その卵巣を大腿の骨格筋内あるいは腎皮膜
下に移植した。移植した５頭のうち４頭で
比較的早期に月経が出現することを確認し
ており、性ホルモンの動態からも凍結融解
卵巣が機能していることを見出した。これ
らの個体は現在も外見上問題なく生存して
おり、今回、月経の状況を解析することで、
移植した卵巣の内分泌機能の保持について
推察した。 
３）繁殖効率向上のための基礎データの解
析 
カニクイザルのメス 43 頭を解析対象と
し、初潮の日齢、月経が安定するまでに要
する日齢を解析した。また、オス 1 頭が 2
頭のメスと 1 日おきに同居する交配方法
（隔日同居交配）を設定し、2 頭のメスの
うち一方だけが妊娠し、もう片方のメスが
妊娠しなかったケースを解析対象（ｎ＝94）
として、2 頭のメスに年齢や、過去の妊娠
歴にどのような差異があるか解析した。こ
れらの一連の解析結果より、メンスの安定
を見計らい、過去の妊娠経験やメスの年齢
に差をつけた隔日同居交配を設定し、交尾
成立の確認実験を行った。具体的には雌雄
同居の翌日にメスの膣スメアを顕微鏡で観
察し、膣スメア中の精子の有無により交尾
成立を判定した。この膣スメアによる行動
観察実験には隔日交配 11 セット計 22 個体
のメスカニクイザルを用いた。 
 
（倫理面への配慮） 
本研究は医薬基盤研究所の動物実験委員
会の承認を得て実施した。実験実施時の動
物への苦痛の軽減を原則とし飼育環境の整
備にも十分に配慮した。 
 
Ｃ．研究結果 
１）凍結融解した個々の卵の質を解析する
ための技術開発 
マウス胚盤胞を用いた H19 遺伝子の定量
PCR では胚盤胞 5 個から抽出したサンプル
において遺伝子特異的な増幅が確認された。 

Phalloidin および DAPI で染色したのち観
察した結果、凍結融解した胚盤胞ではアク
チンフィラメント（細胞骨格）が崩壊して
いることが確認され、凍結融解による形態
的ダメージが観察された。 
２）凍結保存された卵巣の移植後の状況解
析 
 まるごと凍結した卵巣を融解して移植し
た５頭のカニクイザルは、移植後、約７年
が経過しているが、未だ月経が認められる
個体が存在することが明らかとなった。直
近３年間に確認された月経の回数はそれぞ
れ、５、０、２、８、３回であり、直近１
年間に確認された月経の回数はそれぞれ３、
０、０、２、２回であった。 
３）繁殖効率向上のための基礎データの解
析 
 室内繁殖コロニーにおけるカニクイザル
の初潮は 1149.1±216.7 日齢（約 3 歳）で
認め、月経が安定する（定期的に３回月経
が認められる）のは 1505.9±388.1 日齢（約
4 歳）であった。隔日同居交配での妊娠傾
向を解析した結果、経産メスかつ高齢のメ
スがより多く妊娠していた。また、未経産
メスにおいては、若齢にて妊娠していた。
膣スメアによる精子確認では、経産メスで
は 12 頭中 10 頭で精子が確認され、月経周
期に関わらない交尾成立が確認された。一
方で、未経産メスでは 10 頭中 2頭のみで精
子が確認された。 
 
Ｄ．考察 
１）凍結融解した個々の卵の質を解析する
ための技術開発 
今回、H19 遺伝子の発現を捉えることに
成功したが、検出には５個の胚盤胞を用い
ている。今後、よりの高い Taqman PCR 系を
確立し、1 個の受精卵で解析することを目
指す。また、Multi-color Taqman PCR 法を
用いることで、H19 遺伝子の他に、Mest 遺
伝子等複数のメチレーション関連遺伝子を
同時に定量することで卵の質をより詳細に
解析することが可能になると考えている。
p53 遺伝子等のアポトーシス関連遺伝子に
ついても Multi-color Taqman PCR 系を確立
することで、多方面から卵の質の評価を可
能にしたい。Phalloidin および DAPI の染
色により、卵の形態評価がある程度可能で



 
 

あることが確認されたが、ミトコンドリア
をはじめとする細胞小器官を染色すること
で、詳細な質評価が可能になると考えてい
る。 
２）凍結保存された卵巣の移植後の状況解
析 
 凍結融解卵巣の移植後、約７年経過して
いるにも関わらず、月経を認めた個体が存
在することの意義は大きい。しかし、昨年
（移植後約６年）の結果と比較すると明ら
かに劣っており、移植した卵巣が失活しつ
つあるのかもしれない。性ホルモンの動態
とあわせて解析する必要があり、また、外
部からのホルモン投与により卵巣を刺激し、
卵胞が発育するか否かについて検討したい。 
３）繁殖効率向上のための基礎データの解
析 
 室内繁殖コロニーにおけるカニクイザル
の初潮は約 3 歳であり、月経の安定まで 1
年の期間を要する。月経の発現は若くして
認められるが、月経の発現だけでなく生理
学、社会学、行動学的な成熟は初潮だけを
目安にはできないのかもしれない。もし、
若すぎる妊娠による流産、死産の危険性な
どがあるとすれば、様々な観点から性成熟
を判断することがメスの身体的な負担軽減、
エンリッチメントや動物福祉を考えるうえ
で意義のある研究結果であると考える。隔
日同居交配での妊娠傾向の分析では、経産
メスで高齢のメスがより多く妊娠に至って
おり、未経産個体においては年齢要因が逆
転し、より若いメスが妊娠していた。これ
らの結果をまとめると、若くして初妊娠を
経験し、その後年齢を重ねる度に妊娠しや
すくなるということになる。この情報は繁
殖効率向上を検討する上で貴重な結果であ
る。膣スメア中の精子確認実験により、多
くの経産メスは最長 3 ヵ月間の雌雄同居期
間中に複数回の交尾成立成立が確認された。
一方で、未経産メスの多くは交尾すらして
いないことが明らかとなり、交尾が見られ
た場合もごく少量の精子が確認されただけ
であり交尾日数も少なかった。これら結果
は上述した隔日同居交配における妊娠傾向
解析での事実を裏付けており、経産メスは
同居期間中交尾行動が確認され、未経産メ
スでは交尾をしないため妊娠できないこと
が明らかとなった。交尾の行動障害は様々

な要因が考察されてきたが、今回明らかに
なった未経産メスで認められる交尾を行わ
ない実態の要因については、心理、行動、
成育歴等の詳細な解析が必要である。 
 
Ｅ．結論 
 今回、霊長類資源の凍結保存、繁殖技術
の向上を目指した研究を実施し、以下の３
つの結論を得た。 
１）マウス胚盤胞５個から mRNA を抽出し、
メチレーション関連遺伝子 H19 の定量に成
功した。今後、１個の胚盤胞での遺伝子解
析を試みる予定である。 
２）凍結融解卵巣を移植し約７年経過した
個体の月経発現を見たところ、昨年よりも
その回数が減少していた。すなわち、移植
卵巣の内分泌機能が低下しつつある可能性
が考えられた。 
３）カニクイザルの初潮は約３歳、月経周
期が安定するのは約４歳であった。また、
妊娠しない個体は、交尾すら成立していな
いことが明らかとなった。さらに、はじめ
て妊娠する個体は 5 歳で多く認められるこ
とから、生理的性成熟と社会的性成熟には
時間的ズレがある可能性が示された。 
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